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Monoklonalis antitest tartalmu termékek fejlesztésének szempontjai
az eloallitastol a készitmények formulalasaig

Katona Gabor, Ambrus Rita, Csoka lldiko, Szaboné Révész Piroska’

Bevezetés

A rekombinans DNS (rDNS) technologia kialakulasa-
val lehetévé valt a humén és a mesterségesen eléalli-
tott proteinek mikrobakba, illetve névényi- vagy em-
16s sejtekbe torténd beépiilése és kifejezOdésre jutisa
(expresszalddasa). Ezen felfedezést alapul véve, az el-
mult években jelentdsen megndtt a monoklonalis anti-
testek (mAD) kutatasa és fejlesztése. A mAb-ok speci-
fikus sejtvonalbdl szdrmazd immunglobulinok (Ig);
biologiai aktivitasukat a ligandumra (altalaban anti-
gén) jellemzo specifikus kdtodés jellemzi, ami fligghet
az immunrendszer valaszatol, példaul az antitestfiiggd
sejtes- €s a komplementfiiggd citotoxicitastol. Mivel
célzottan egyetlen antigénhez kotddnek, igy kevesebb
mellékhatast eredményeznek, mint a hagyomanyos
kismolekuldji gydgyszerek. Rendkiviili jelentéséggel
birnak a diagnosztikdban és a gydgyitasban, ezért elo-
allitasuk és a betegek szamara hozzaférheto és alkal-
mazhat6 készitményekké vald formulalasuk 0j kihivas
a szakemberek szamara.

A mADb eléallitasa biotechnologiai iiton

Paul Ehrlich a XX. szazad elején alkotta meg az un.
magic bullet elméletét, amely olyan anyagra vonatko-
zik, amely szelektiven hozzakotédik a patogénhez és a
hozzé kapcsolt toxin segitségével specifikusan eloli a
korokozot [1]. Az elsé mAb-okat 1973-ban hozta létre
Jerrold Schwaber és George Pieczenik human-egér
hibrid sejtekben, majd Georges J. F. Kohler és César
Milstein tovabbfejlesztette a technikat, amiért 1984-
ben Orvosi Nobel-dijat kaptak (megosztva Niels K.
Jerne-vel) [2]. Az antitestek humanizalasa (azaz egér
¢s human szekvencidkat is tartalmaz6 rekombinans
fehérje eldallitasa) 1988-ban kezdddott Georg Winter
munkaja révén [3].
Az antitestek termelésére kiilonb6zd technikakat
hasznalnak, az alabbiak szerint:
— egérben — hibridoma sejtek 1étrehozasaval — egér an-
titestek termelése,
— genetikailag modositott egérben — kiméra/humani-
zalt/human antitestek termelése és
— ,fag display” technika révén — moédositott human
antitestek létrehozasa.

! Kapcsolattartd: email: revesz@pharm.u-szeged.hu

A cikk attekintést ad a monoklondlis antitestekkel
(mAb) kapcsolatos legfontosabb ismeretekrol. Kii-
lon targyalja a mAb-ok biotechnologiai viton torté-
nao eléallitasat és az ehhez kapcsolodo szabadlyozasi
hatteret. A mAb tartalmu biologiai készitmények
Sformulalasat tekintve pedig a stabilizalasra alkal-
mazott segédanyagokat mutatja be mind a folyé-
kony, mind a liofilizalt forma vonatkozasaban. Kiilon
részben keriilnek dsszefoglalasra a mAb-okat érinté
ujabb kihivasok. A mAb-ok alkalmazdsa a tumor és
egyéb (pl. rheumatoid arthritis, psoriasis) terapid-
ban ma mar nélkiilozhetetlen, ezért a veliik kapcso-
latos ismeretek bovitése alapveté szakmai feladat.

Antitestek termelése hibridomdakban

A hibridoma olyan immortalizalt (korlatlan szaporo-
dasu, rakos szovetbdl szarmazo sejt) antitest termelés-
re alkalmas sejt, amely mieléma sejt (korlatlan oszt6-
dast biztosit) és immunizalt egér 1épsejt (antitest ter-
nizdljadk a megfelel6 antigénnel, majd az egérbdl
izolalt 1épsejteket fuzionaltatjadk mieloma sejtekkel. A
mieldma sejtek nem tartalmaznak hipoxantin-guanin-
foszforibozil-transzferdz (HGPRT) enzimet, ezért
csak a fizi6s sejtek tudnak talélni a specialis médium-
ban [4]. A nem fuzionalt B sejtek is tartalmazzak ezt
az enzimet, de ¢élettartamuk révid, gyorsan elpusztul-
nak. Az eléallitott hibridoma sejteket tovabb szaporit-
jak és az altaluk termelt antitesteket a tapfolyadékbol
kinyerik [5]. A médszerrel egér monoklonalis antites-
tek nyerhetok (1. @abra). Ez a modszer az antitest ter-
melés egyik legelterjedtebb mddja, elsdsorban diag-
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1. dabra: Antitestek termelése hibridomakban [6]

nosztikus és egyéb antitestek termelésére javasolt. Te-
rapias antitestek termelésére kevésbé hasznalatos,
ugyanis tobbszori alkalmazas sordn allergids reakciok
léphetnek fel, egér ellenes human antitestek (HAMA
— human anti mouse antibody) képzOédhetnek. A
HAMA-t csak 8-12 nappal a kezelés utan lehet kimu-
tatni, a csicskoncentracié 25-30 nap utan jelentkezik.

A ,.fag display” technika

Olyan in vitro molekularis bio-
logiai technikarol van szd,
amelynek soran a fag felszinén,
fazidval, kiilonb6z6 fehérjék/
peptidek jelenithetdk meg. An-
titestek termelésére azért alkal-
mas, mert az Un. fig konyvta-
rakkal elérhet6 lehetséges kom-
binaciok szama hasonld (vagy
nagyobb) az ¢€l6 szervezetben
eléforduld lehetséges kombina-
ciok szamanal. Jol tervezhetd
rendszer, amely lehetdséget biz-
tosit a kiilonboz6 tulajdonsa-
gokkal és kotodési képességek-
kel rendelkez6 antitestek létre-
hozasara és termelésére [7]. A

leggyakrabban az M13 fagot hasznaljak e célra, amely
beépiil a baktérium genomjaba és csak ndvekedés
csokkenést eredményez.

A mADb szerkezete és nevezéktana

A mAb-ok alapvaza egy ,,Y’-alaku monomer, amely

Humanizalt antitestek

A humanizalt antitest egy olyan rekombinéns fehérje,
amely egér és human szekvencidkat egyarant tartal-
maz. A kiméra antitestek 75%-a, a humanizalt antites-

tek kb. 90%-a human. A humanizalas
egér antitest egyes részeit humanra cse

céllal, hogy az egér ellenes human antitestek (HAMA)
termelddését kivédjék; az antitesteket altalaban emlds

sejtkultarakban termeltetik. Nagy elony

Iép fel nem human fehérjék elleni immunreakcio. A

termelés in vitro is megvalosithato.

két egyforma felépitésii nehézlancbol és két egyforma
konnyl lancbol all (2. d@bra). Az egyes lancokat egy-
massal diszulfid-hidak kotik Ossze, amely Osszesen
hat-nyolc konstans régiot és négy variabilis régiot je-
lent. Az ,.Y” againak végeit Fab fragmens-nek hivjak,
amely a nehéz- és a kdnnyli-lanc egy-egy variabilis és
konstans régiojabol all és egyiittesen alkotja az anti-
gén koto helyet a monomer N-terminalis végén. A két
variabilis régid a nekik megfeleld antigént koti. Az Fe
fragmens — ami az ,,Y " alapjat adja —, két nehézlancbol
all, illetve két/ harom régiobdl all; a kiilonbozo sejtek
receptoraihoz és a komplement fehérjékhez kapcsold-
dik. A kapcsolodas kovetkeztében az ellenanyag kii-
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2. abra: A mAb-ok felépitése (A) [9] és a terapiaban hasznalt antitestek kiilonbozo tipusai (B) [10]
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I tablazat

A mAb-ok nevezéktana

Elétag Célpont Eredet utétag
-ki(n)-interleukin -mab
-ci(r)-kardiovaszkularis xi-kiméra antitest

Ao -co(l)-vastagbél tumor zu-humanizalt antitest

Valtozo - ,
-neu(r)-idegrendszer u-human
-li-immunmodulans antitest o-ragcsalo
-tu-tumor ellenes antitest

16nb6z6 hatasokat valt ki, mint példaul opszonizacid
(megjelolés a makrofagok szdmara), sejtlizis (sejtszét-
esés), degranulacié (hizdsejt, basofil- és eozinofil-
granulocitak kiiiritik a mediator anyagaikat) és egyéb
folyamatokat [8].

Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) a mAb-ok
specialis szerkezetére utald roviditéseket tartalmazo
nevezéktant alkotott az egységes alkalmazas céljabol
(I. tablazat) [11].

A mADb eloallitasa

A torzs-sejtbank a mAb-okat termeld sejtvonal homo-
gén szuszpenzidja, amelynek egyenld térfogatrészeit
eltartas céljabol egyszeri mivelettel egyedi ampullak-
ba osztjak szét és folyékony nitrogén segitségével -196
°C-on taroljak. Ezt kovetden kivalasztanak egy, a
megfeleld sejtvonalat tartalmazo ampullat a sejtbank-
bol és felolvasztjak. Kovetkezd 1épés a sejtszaporitas
lombikban, majd egyre nagyobb fermentorokban. A
sejtszaporitas, azaz a mAb termelése torténhet ratap-
lalasos, félfolyamatos és folyamatos modszerrel, vagy
sejtvisszatartassal. Ezt kovetden a sejttormelékeket
szliréssel levalasztjak. A sejteket 0,65 um porusmére-

tl mikrosziirével valasztjak el. Az oldott fehérjéket a
sejtek koziil foszfat oldattal mossak ki. Az antitesteket
olyan affinitds kromatografias tolteten kotik meg,
amelynek liganduma a Staphylococcus protein A fe-
l16dik, azaz minden antitestet megkot, mas fehérjéket
viszont nem. A megkotott antitesteket eldszor kation-
cseréld- majd anioncserélé kromatografiaval tisztitjak,
majd virusmentesitik nanosziiréssel. A fermentlé mAb
koncentracidja 100-150 mg/l. A végtermékben 10-20
g/l-re van sziikség, ezért koncentralni kell, melynek
legkiméletesebb modja az ultrasziirés. A mADb
moltomege 180-190 kDa, a sziiréshez tehat ez alatti
vagdsu membran szilikséges. A koncentralast kdvetden
a készitménnyé formulalas kovetkezik, kiilonb6z6 se-
gédanyagok hozzdadasaval, majd egy utolsé steril
szlirés €s szilard forma esetén liofilezés kovetkezik (3.
dbra).

A mADb fejlesztésével és gyartasaval kapcsolatos
szabalyozas

A fejlesztés soran alaposan fel kell térképezni a szer-
kezetet, a hatasmechanizmust, a biologiai aktivitast,
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3. abra: A mAb-ok eliéallitasanak fobb lépései [12]
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stabilitast €s az immunkémiai tulajdonsagokat. Gon-

dosan mérlegelni kell tovabba az immunvalasz kival-

tasanak kockdzatat. Ez kiilondsen akkor érvényes, ha

a termék nem rendelkezik magas human immun-

globulin-homologidval vagy ha potencidlisan immu-

nogén antitest kdtohelyet azonositanak a szerkezetben,
ami klinikai mellékhat4dsokat eredményezhet és/vagy
modosithatja a terapia hatdsossagat. A mAb-ok el6al-
litdsahoz hasznalt sejtszubsztratnak stabil és folyama-
tos monoklonalis sejtvonalbdl, sejtbankbodl kell szar-
maznia, amelyet rDNS vagy mas alkalmas technologi-
ak segitségével fejlesztettek ki. Ha a sejt szubsztratjat
rDNS-technoldgiaval allitjak eld, az antitestek eldalli-
tasahoz hasznalt expresszios rendszer leirasat az EMA

(Eurdépai Gyodgyszeriigynokség) rDNS technologia al-

tal termelt gydgyszerkészitmények eléallitasara és mi-

ndségellendrzésére vonatkozd 3ABIA iranyelv, és az

ICH (International Council for Harmonization)

guideline Q5SA (viralis biztonsag), a Q5B (expresszios

konstrukciok) és a Q5D (sejt szubsztratok) vonatkozo

irdnymutatasai szerint kell végezni [13].

A készitmény gyartas szempontjabol a forgalomba
hozatali engedély iranti kérelem benyujtasa idépontja-
ban a gyarténak megfeleld, sajatos referenciaanyagokat
kell biztositania, amelyek a gyartasi tételek bioldgiai és
fizikai-kémiai vizsgalatahoz 6sszehasonlitasként szol-
galnak. A mAb-ok alapos jellemzéséhez az ICH Q6B
irdnymutatasa szerint meg kell hatarozni a fizikai-ké-
miai és immunkémiai tulajdonsdgokat, a biologiai akti-
vitast, a tisztasagot €s a szennyezok mennyiségét. A fi-
zikai-kémiai jellemzés magéaban foglalja a mAb primer
strukturajanak (osztaly, alosztaly, konnyii lanc 6sszeté-
tel) a meghatarozasat. Az aminosav szekvenciat kisér-
letileg megfelelé modszerekkel meg kell hatarozni; pl.
peptid leképezéssel, tomegspektrometrids analizissel.
Elemezni kell az N- és C-terminalis aminosav szek-
vencidk valtozékonysagat. Fontos a szabad szulfhidril
csoportok, diszulfidhidak és a szénhidrattartalom, va-
lamint a glikolizacios helyek meghatarozasa. Jellemzo-
en, a mAb-ok a nehéz lancon beliil egy N-glikozilezési
helyet tartalmaznak az Fc régidban. A gyartdsra vonat-
kozé szabalyozasok szerint a gyartasi folyamatot meg-
felelden le kell irni és validélni kell. Fokuszalni kell a
gyartas kozbeni ellendrzésre (,,in process control”)
(beleértve a termékmindségi jellemzoket és a folyamat
paramétereit). A validalasi vizsgalatoknak legalabb a
kovetkezokre kell kiterjedniiik:

— bizonyitani kell, hogy az eljaras alkalmas, megfele-
16en meghatarozott ellenérzési stratégia szerint,
konzisztens mindségi termék eldallitasara;

— biztositani kell a folyamat termelékenységét (pl. a
folyamathoz kapcsolodd szennyezddések, virusok
eltavolitasa);

— demonstralni kell, hogy minden egyes gyartasi mii-
velet/ egység megfeleld6 mdédon miikodjon (pl. a tisz-
tité oszlop validalasa, aszeptikus toltés).

A mAb-ok stabilitasa

Mivel a mAb fehérjetermészetii anyag, igy kiilonb6zo
tényezOk hatasara, mint pl. melegités, fagyasztas,
fény, pH és egyéb mechanikai behatasok esetén fizikai
¢és kémiai valtozasokat szenvedhet.

A fizikai valtozdsok kozé soroljuk a denaturéciot,
az adszorpciot, aggregaciot és a precipitaciot. A mAb-
ok esetében elsdsorban az aggregacidval kell szamol-
ni. A kémiai valtozasok kozott meg kell emliteni a
hidrolizist, a deamidacidt, az oxidacidt, a racemi-
zacidt, az izomerizacidt stb. A mAb tartalmu készit-
ményekben elsdsorban oxidacid, deamidacidé és
fragmentacio mehet végbe, amelyekkel a formulalas
soran realis rizikoként szamolnunk kell és figyelembe
kell venni a fejlesztés folyamataban.

Aggregacio

tobb tényezo is eldidézheti. Kiilonb6zé koncentra-
cidban alkalmazott proteinek formuldldsa intravénas
(iv.), intramuscularis (i.m.) €s subcutan (s.c.) beviteli
moddra alkalmas formakban valdsithaté meg. Az anti-
testek alkalmazasa kezdetben kdzepes koncentracio-
ban (1-10 mg/ml) tortént, ahol nem jelentkeztek hatra-
nyos aggregacios folyamatok. A kronikus terapia
azonban a mAb-ok nagyobb koncentraciéban torténd
alkalmazasat igényelte, igy az s.c. torténd beadasi
madd és az injekcios formulalas keriilt elotérbe. Ezzel
az aggregacié mértéke fokozottabba valt. Bizonyos
protein oldatok esetében nagyobb viszkozitassal is
szamolni kell, amely egyrészt befolyasolja a beadasi
modot, masrészt stabilitdsi problémakat indukalhat.
Megemlitend6, hogy léteznek ettdl fiiggetleniil olyan
Osszetételek is, ahol a 100 mg/ml koncentracio ellené-
re, a stabilitas és az i.m. beadasi mod problémamente-
sen biztosithatd. A fehérje-fehérje kontaktus mértéke
a koncentracio emelkedésével nd. Ezeket a kapcsolo-
dasokat dimerizacidval, trimerizacioval lehet stabilan
megtartani. Nemcsak a névekvd koncentracid, hanem
a homérséklet emelkedése is fokozza az energetikailag
kedvezObb aggregaciot. Néhany antitest esetében az
alacsony hdémérséklet reverzibilis oOnrendezddésre
(gyenge ionos és hidroféb interakciok) hajlamosit, eze-
ket ,,krio-immunoglobulinoknak” nevezik. Megfigyel-
hetd, hogy az aggregacié mértékét az enyhén lugos
kémbhatas (pH 7,5-8,5) fokozza, mig a savasabb (pH
6,5-7,5) csokkenti. Nagy so6 koncentracié (1M NaCl)
szintén fokozhatja ezen anyagok dimerizacidjat [14].

Oxidacio

Altaldban a fehérjék és ezaltal a mAb esetében
metionin és cisztein maradvany okozhat gyakran oxi-
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dacioés problémat. A metionin az Fc domént hajlamo-
sithatja oxidaciora, metionin szulfoxid keletkezésével.
Mig a cisztein az Fc szerkezetben van jelen diszulfid
parként, addig a paratlan cisztein azonban kiilonb6z6
régidkban oxidacids folyamatot valthat ki. Hasonléan
hisztidin, tirozin, triptofan és fenilalanin maradva-
nyok oxidaciohoz vezethetnek [15].

Deamidacio

Glutamin és foként aszparagin maradvanyok mutat-
nak hajlandosagot a deamidaciora. A fény és a mAb-
ok nehézlancai kozotti interakcid vezethet ezen ami-
nosavak deamidaciojahoz. Jellemzd az aszparagin
gyors hidrolitikus atalakulasa aszparaginsavva savi
pH-n, ami lassu neutralis pH-n fehérje bomlasahoz ve-
zet. A deamidacio jelenti a f6 forrasat, tovabba a mAb
toltési heterogenitasat. Formulalas szempontjabol a pH
¢és az ionerdsség azok a tényezok, amelyek valtoztata-
saval a deamidacié mértéke minimalizalhato [16].

Fragmentacio

A peptidkotés altalaban stabil, csak nagyon savas ko-
rillmények kozott €s magas homérsékleten kovetkezik
be a fragmentacio. Enyhe savas koriilmények kozott,
ahol az aszparaginsav maradékok nem ionizaltak, az
aszparaginsav peptidkotések hasadasa 100-szor gyor-
sabb, mint az egyéb peptidkotések esetén, leggyakrab-
ban aszparaginsav-glicin és aszparaginsav-prolin ami-
nosavak kozotti kapcsolat eredményez fragmentaciot.
Azt is kimutattak, hogy az aszparaginsav maradékok
hasitasanak aktivacios gatja ~ 10 kcal / mol-lal alacso-

nyabb, mint az aszparagin esetében, ami arra utal,
hogy a fragmentaci6 altalaban az aszparagin maradék
aszparaginsavva torténd deamidacidja utan kdvetke-
zik be [17].

mADb tartalmu készitmények formulaldsi szempontjai

Mivel a mAb-ok fehérje természetli anyagok, ezért
hasonlé formulalasi szempontokat kell figyelembe
venni, mint egyéb fehérje tipusti hatéanyagok feldol-
gozasanal. A késztermék két formaban keriilhet forga-
lomba, folyékony gyogyszerformaban, vagy szilard
liofilizatumként. A végs6 format a ,,Target Product
Profil” (TPP), azaz a termék profiljanak mindségalapu
elézetes meghatarozasa szabja meg, amelyet piackuta-
tas, formulalas és modszerfejlesztés utjan hataroznak
meg ,,Quality by design” (QbD) moédszerrel, vagyis a
termék mindségét tervezés (fejlesztés) utjan kell bizto-
sitani. A cél egy olyan gyartasi folyamat megtervezé-
se, amely folyamatosan biztositani tudja a termék el6-
re meghatdrozott mindségét [18]. A QbD megkozelités
olyan eszkozoket kinal, amelyek mind a fejlesztési,
mind a gyartasi tevékenységeket tdmogatjak. Parhuza-
mosan fut a klinikai fejlesztés a termékfejlesztési fo-
lyamatokkal az ICH Q8 (R2), Q9, Q10 és Q11 iranyel-
vek eldirdsai szerint. A 4. dbra bemutatja a biologiai
gyogyszerek kiilonbozo fejlesztési szakaszait végig az
engedélyezésig.

Segédanyagok a készitmények elédllitasaban

A proteinek stabilizalasara kiilonboz6 segédanyagok
alkalmazhatéak mind az oldatos forma, mind a liofili-

Klinikai fejlesztés fazisai

Termék és folyamat fejlesztés lépései

Folyamat
Folyamat fejlesztés

QbD kockazatbecslés és mérfoldkovek

1 Target product profile” (TPP) felismerése
2 ,Quality target product profil” (QTPP) definidlasa

4 Kezdeti folyamat kockazatbecslése
5 Folyamat kockdzatbecslése

BLA - ,biclogics license application”

1 2 3 B 5)

3 Kritikus mindségi paraméterek (CQA) kockazatbecslése

Folyamat BLA Folyamat
kvalifikdlas készités monitorozas
637 8 9
6 ,Design space” definidldsa

7 Ellendrzési stratégia kockdzatbecslése
B Ellendirzési stratégia definialasa
9 Folyamatos fejlesztés és tamogatds

4. abra: A termék- és folyamatfejlesztés QbD szerinti mérfoldkovei [19]
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zdtum formulalasa sordn, kezdve a gyogyszerforma
eléallitasahoz sziikséges anyagoktol, a célzott hatast
segitd segédanyagokon at egészen pl. injekciok esetén
a beadasi fijdalmat csokkentd szerekig stb. Néhany
alapvetd segédanyag-csoport keriil ismertetésre a
kovetkezdkben.

A pH beallitasara alkalmazott anyagok

A degradacios folyamatok, mint a deamidalas vagy az
aszparaginsav izomerizéacio pH-fiiggd, ezért olyan se-
gédanyagokat kell alkalmazni, amelyek szabalyozzak
a pH-t. Erre a célra leggyakrabban puffereket hasznal-
nak. Ide tartozik az acetat-, citrat-, szukcinat- (pH
3-6), foszfat-, hisztidin- (pH 6-8), trisz- (hidroximetil-
aminometan) és karbonat puffer (> 8 pH). A kémhatas
beallitasanal gyakran alkalmaznak foszforsavat vagy
natrium-hidroxidot. Ez utobbi esetben ligyelni kell
arra, hogy a mAb érzékeny erds savakkal és lugokkal
szemben, ezért a kémhatas beallitasanal ezen kompo-
nensek vizes oldatat alkalmazzak, a hatdéanyagot pe-
jak. Szacharéz tartalmu 0sszetételek esetében nem al-
kalmaznak puffereket. A puffer-koncentracio altala-
ban alacsony (10-30 mM), ami elegendd pufferelést
biztosit tarolas kozben, az alkalmazas helyén pedig le-
hetévé teszi az oldat pH-janak gyors valtozasat. Né-
hany s6, mint példaul a dinatrium-foszfat hajlamos a
kristalyosodasra fagyasztaskor, és ez nagyban befo-
lyasolja a fehérje stabilitasat a fagyasztas és felolvasz-
tas soran.

Izotonizalasra alkalmazott anyagok

Leggyakrabban natrium-klorid vagy kalium-klorid az
alkalmazott komponens erre a célra. Szokasos meny-
nyiségiik 50-200 mM, felhasznalt mennyiségiik az al-
kalmazott tobbi komponens koncentracidjatol fiigg. A
mannit és a glicin opciondlisan alkalmazhato folyé-
kony formak esetében, ezek az anyagok inkabb a liofi-
lezett formanal fordulnak eld. Oldat gyogyszerforma-
nal a mannit 5-50 mg/ml koncentracidban hasznalatos,
glicin esetében a szokdsos koncentracié 0-7 mg/ml.
Tovabbi komponensek lehetnek a cukrok és cukoral-
koholok valamint egyéb anyagok pl. lakt6z, szacharoz,
trehaldz, szorbit, xilit, ribitol, mioinozitol, galaktitol,
diolok (pl. 1,2-propilén-glikol), ammonium-acetat
[20].

Nemionos feliiletaktiv anyagok

A nemionos feliiletaktiv agenseket széles korben al-
kalmazzak aggregacio6 gatlas és Gjrastrukturalds eldse-
gitése céljabdl. A poliszorbat 20 és 80 gyakran megta-
lalhatdéak a forgalmazott készitmények komponensei
kozott 0,0003-0,3%-ban [21]. Més segédanyagok is

szoba johetnek, példaul Brij 35, Triton X-10,
Poloxamer 188 ¢s natrium-dodecil-szulfat. Ezek a
nemionos feliiletaktiv anyagok megovjak a proteint a
feliileti (mozgatas, razas) €s a stressz hatas (fagyasz-
tas, liofilizalas ¢és rekonstrukcid) 4ltal indukalt
aggregalodastol. Kockazatot jelent viszont, hogy a
gyakran alkalmazott poliszorbatok degradalédhatnak
oxidacio és hidrolizis folytan, ezért bomlastermékiik
stabilitasi problémakat okozhat.

Mikrobiologiai tartositoszerek

A konzervald szerek biztositjak az egyszeri és tobb-
adagos készitmények mikroorganizmus mentességét,
pl. benzilalkohol, m-krezol és fenol. Ki kell azonban
hangsulyozni, hogy a tartositészerek gyakran protein
aggregéaciot okozhatnak bizonyos koncentracidban,
hémérsékleten az id6 fiiggvényében. igy a benzil-
alkohol nagyon gyorsan indukal aggregaciot a rekom-
binans IL-1 receptor antagonistak esetében. Szacharéz
ko-szolvensként torténd alkalmazasaval elnyomhatd a
tartositdszer hatranyos hidrofob sajatsaga, amely az
instabilitas oka lehet.

Protein stabilizalo segédanyagok

Az alkalmazasra keriilé segédanyagok (poliolok, cuk-
rok, aminosavak, aminok stb.) a fehérjék nativ formajat
stabilizaljak. Altalaban 0,1 M — 1 M koncentracioban
fejtik ki protektiv hatasukat vizes kdzegben. Novelik a

11 tablazat
Kiilonbozd segédanyagok alkalmazdsi gyakorisaga
a mAb-ok formuldldsa sordn [24]

Segédanyag Folyékony Liofilizalt
forma (%) forma (%)
Poliszorbat 80 62 45
Poliszorbat 20 12 36
Poloxamer 188 4 0
Mannit 8 9
Szorbit 0 9
Szachar6z 15 82
Trehal6z 12 18
Dextroz 0 9
Dextran 40 0 9
NaCl 62 18
Arginin 12 0
Glicin 12 0
Metionin 4 0
Aszkorbinsav 4 0
Natrium-acetat 0 9
Foszfat-puffer 35 27
Citrat-puffer 12 9
Acetat-puffer 23 0
Tris-puffer 4 0
Szukcinat 0 9
Hisztidin 38 27
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fehérje olvadaspontjat, csokkentik az enzim aktivitast
és a fehérje aggregaciot. Bizonyos segédanyagok, réte-
get alkotva a proteinek feliiletén kirekesztik a felesle-
ges vizet. Ez a folyamat kifejezetten a polimerekre,
mint ko-szolvensekre igaz. Szadmos cukor, poliol és s
mutat taszité interakciot, amely altal a proteinek feliile-
térdl leszorulnak [22]. Az aminosavak kiilonb6z6 me-
chanizmusokkal stabilizalnak: direkt proteinkotés,
puffer kapacitas, antioxidans hatas és kedvez6 leszori-
tas. A hisztidint pufferanyagként alkalmazzak antitest
tartalmu készitményekben, és mint antioxidans, meg-
tisztitja a hidroxil gyokoktol az oldatot. A glicin is al-
kalmas puffereld szer, de térfogatndvelé anyagként is
alkalmazhat6 liofilezés soran. Az arginint mar széles
korben hasznaljdk szolubilizaloszerként a tisztitasi 1é-
pések soran, valamint mobil fazis komponenseként a
HPLC analitikdban. Az arginin esetében igazoltak,
hogy rendkiviil hatékony a szuppressziv aggregacional
[23], csokkenti a fehérje aggregdlodasat hé- vagy
karbamid-indukalta denaturalas esetén, de ezzel nem
noveli a fehérje termikus stabilitasat.

Forgalomban lévo mAb segédanyagok

A kovetkezOkben attekintést nydjtunk a forgalomban
levd mAb készitmények segédanyagairdl. Kang és
munkatdrsai 37, a terdpidban gyakran alkalmazott
mAD formulacié esetében (magaban foglalva fragment
antigén kotést és antitest-hatéanyag konjugdtumokat
is) 25 folyékony és 12 liofilezett terméket vizsgaltak.
Altalaban a mAb koncentracié 2-200 mg/ml kozott
talalhato. A I1. tablazat a segédanyagok szazalékos al-
kalmazasi gyakorisagdt mutatja be az egyes
formulaciok tekintetében [24].

A hisztidin és a foszfat-puffer minden harmadik
Osszetételben szerepel kb. 30%-o0s gyakorisaggal. A
legtobb esetben (80%) a feliiletaktiv anyagok koziil a
poliszorbat 80, 20 és Poloxamer 188 keriil alkalma-
zésra. Minden fagyasztva-szaritott készitmény tartal-
maz  poliolokat/diszacharidokat/poliszacharidokat,
mint példaul mannit, szorbit, trehaldz, szacharoz és
dextran 40. A leggyakoribb ezek koziil a szachardz,
amely a liofilizalt termékek tobb mint 80%-aban van
jelen. A cukrok a sziikséges térfogatot biztositjak, va-
lamint stabilizaljdk a fehérjéket. A poliolok/disza-
charidok/poliszacharidok csoportja a folyékony 6sz-
szetételek 30%-dban is megtaldlhatd. A sok koziil a
NaCl keriil gyakran felhasznalasra (~50%). Két ami-
nosav (arginin és glicin) az esetek kb. 20%-aban van
jelen. Az antioxidansok koziil az aszkorbinsav,
metionin, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) keriil-
nek alkalmazasra. A kelatképzok feltehetéen megeld-
zik a nehézfém indukalta oxidacidt. Sziikséges meg-
jegyezni, hogy az emlitett anyagok kisebb gyakori-
saggal fordulnak eld; rendszerint a harom antioxidans
egyiittesen is hasznalhato [25].

Kihivasok a mAb-ok eléallitasa és alkalmazasa
sordn

Injekcios készitmények (oldatos rendszerek és
liofilizatumok)

Napjainkig az antitestek alkalmazasa elsGsorban in-
jekeiods iv., im., €s s.c. és infuzios beadasi modokra
korlatozodott. Az s.c. bevitel azoknal a mAb-oknal in-
dokolt, amelyek iv. beadast kovetéen gyakran nem
vart mellékhatasok jelentkeztek. Az s.c. alkalmazas
altalaban kisebb mennyiségre korlatozodik, amely
nem haladja meg az 1,5 ml-t, azonban a szoveti ellen-
nyomads, szivargds kovetkeztében gydgyszervesztés
kovetkezhet be és fajdalmat okozhat a beadas helyén.
Ezen fajdalom csokkentésére torekszik szamos gyogy-
szergyartd, mind a segédanyagok valtoztatdsaval,
mind pedig a beadasi térfogat csokkentésével. Példa-
ként az adalimumab tartalmi Humira® (Abbvie) ké-
szitményt emlithetd, amelyet reumatoldgiai, gasztro-
enteroldgiai és dermatologiai indikéciokban is alkal-
maznak. A s. c. adagolasu gyogyszert a betegek sajat
maguk alkalmazzdk és a beadds kényelmesebbé téte-
mentes formulat fejlesztettek ki. A klinikai vizsgala-
tok Osszesitett adatai alapjan statisztikailag szignifi-
kans kiilonbséget figyeltek meg az injekcio beadasa-
nak helyén fellépé azonnali fijdalomban az adali-
mumab 40 mg/0,8 ml és az adalimumab 40 mg/0,4 ml
formulacioéi koézott (P < 0,001). Ez utdbbi készitmény
84%-0s medidn fajdalomcsokkenést mutat az injekcid
beadasanak helyén, ami jobb egyiittmtikodést ered-
ményezett a kezelt betegeknél [26, 27].

A terapias aktivitas novelése érdekében nagy kon-
1000 mg/dozis) eldallitasa a cél, ami Gjabb kihivast je-
lent a gyartoknak. Ezt a nagy dozist s.c. alkalmazas
esetén kevesebb, mint 1,5 ml térfogatban kell
formuldlni (FDA kovetelmény) és a koncentracio lehe-
téség szerint haladja meg a 100 mg/ml-t [28]. A 6 ki-
hivast az injekcids oldat eléallitasa, annak stabilizala-
sa, alkalmazhatosaga és nem egyszer az analitikai
vizsgalat kivitelezése jelenti.

Mivel oldatos forma eldallitasa a cél, s a készitmény
akkor elfogadhatd, ha az vizudlisan tiszta és nincs
benne szedimentalodott részecske még 30.000 G,
30 perces centrifugalas utan sem, ezért novelni kell a
mADb oldékonysagat (pl. szacharézzal). Altalaban a ké-
szitmények hipertoniasak, tehat sziikség van izo-
tonizalasra is. A mAb oldékonysaganak ndvelésénél
annak konformacidja is valtozhat. Hipertonias készit-
mény vagy az ionerdsség megvaltoztatasa a protein
aggregalodasahoz vezethet.
tastiak, ez nagyobb gyartasi veszteséget jelenthet, ami
a koltségeket novelheti. Sziirési problémak is (ultra-
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filtracid) adédhatnak pl. eltdémddik a sziir6, hosszabb
szlirési idovel kell szamolni. Célszerti az oldat viszko-
zitasat csOkkenteni pl. pH valtoztatassal, pufferek,
sok, aminosavak és cukrok alkalmazasaval, valamint
a homérséklet emelésével. Ez mind tovabbi stabilitasi
problémat vethet fel. Amennyiben liofilezésre van
sziikség, akkor az a koltségeket tovabb noveli. A nagy
viszkozitasu oldat alkalmazasi nehézségeket (ti lu-
men, veszteség a fecskenddben) is jelenthet.

Ha az oldatos és a liofilizalt készitmények alkal-
mazhatdsagat tekintjlik, akkor kihivést jelent az is,
hogy sajat alkalmazas esetén a betegek elsdsorban az
oldatos format fogadjak szivesebben. Az oldatos for-
ma alkalmazasa kényelmesebb a végfelhasznalok sza-
mara, és javitja a betegek compliance-ét, mivel a ter-
mék feloldasa nem sziikséges. Ezen kiviil az adagolasi
pontossag is jobb lehet, mint egy feloldando szilard
adagolasi forma esetében, mivel jelentds mértéki hiba
l1éphet fel az oldas soran hozzaadott térfogat mérése-
kor. A liofilezett termék esetében beadas eldtt késziil
el az injekcids készitmény. Az olddszer hozzaadéasa
soran azt a porampulla falan kell lecsorgatni a
liofilizatumra, s az oldas soran erételjes razast nem
szabad alkalmazni, csak meghatarozott szamu 6vatos
kever6é mozdulat végezhetd. Csak a tiszta, iledékmen-
tes oldat hasznalhato fel. Tehat ebben az esetben is fo-
kozottan sziikséges az egyiittmiikodés a beteg részé-
rél.

Antitesttel funkcionalizalt nanohordozok

A nanohordozok olyan nanostrukturalt egységek
(liposzoéma, viroszéma, nanokapszula, polimer micel-
la stb.), amelyek mind a belsejiikben, mind a feliiletii-
kon megkdthetnek bizonyos anyagokat, pl. a mAb-
okat is. Ezaltal mAb-bal funkcionalizalt nanoanyagok
lesznek, amelyek a célzott terapiaban nagy jelentosé-
gliek. A targetalast segitik az egyéb ligandok is pl. a
sejtpenetralo peptidek stb. (5. dbra).

A funkcionalizalt nanohordozdk egyik csoportja-

Sejtpenetrild
peptid

Polietilén glikol
Nyl

Polimer matrix,
hatdanyag vagy
képalkotast segith agens

Targetald ligand
ImAb, aptamer,
receptor ligand)

L ‘ .
5. dbra: Antitesttel funkcionalizalt nanohordozo
vdzlatos képe [29]

ba tartoznak azok a rendszerek, amelyekhez tumor
diagnosztikaban is alkalmazhaté mAb kothetd. Tlyen
pl. a trastuzumab-bal funkciondlt nanorészecske.
Példankban a nanorészecske magnesezhetd magot
tartalmaz, ami lehetdvé teszi a magneses rezonanci-
an alapuld képalkotast. Az antitest szelektiven koto-
dik a 2-es tipust humén epidermalis novekedési fak-
tor receptornak nevezett (HER2) antigénhez, ami bi-
zonyos daganatos sejtek feliiletén talalhato. A recep-
torkotodéssel egyidejlileg a magneses nanorészecs-
kék jelet adnak, s kirajzolédik a tumor. Mivel a
trastuzumab a HER2-h6z kotédik, megallitja a tu-
moros sejtek novekedését és azok pusztuldsat okoz-
za, tehat a diagnosztizalason tul a trastuzumab-nak
terapias hatdsa is van.

Peroralis, nazalis és pulmonalis bevitel

A hordozoérendszerek fejlodésével a jelenlegi trendek
tovabbi beviteli kapukon keresztiili antitest alkalma-
zast is lehetové tesznek. Ezek az utvonalak invazivak,
konnyebbé teszik az ongyogyszerelést is, igy hatéko-
nyabbak lehetnek. Kisebb mennyiségii hatéanyagot
tartalmaznak, mivel az alternativ beadasi mod segitsé-
gével a hatdbanyag gyorsabban az alkalmazas helyére
juttathat6. Néhany tanulmany szerint az i.v. infuzidval
bejuttatott antitestek hajlamosabbak a proteolizisre,
mint az i.m. injekcioéval bejuttatottak. A szachardzzal
stabilizalt immunglobulinok pedig szamos esetben
akut veseelégtelenséget valtottak ki i.v. infazioval tor-
ténd alkalmazas soran.

Az egyik alternativ beviteli mod a perordlis alkal-
mazas lehet. Az intesztinalis lumenbdl torténd antites-
tek felvétele a magzati Fc receptorokon keresztiil
(FcR) valosul meg az enterocitdk apikalis feliiletén.
Ezt a természetes antitest felvétel mechanizmust ere-
detileg 0jsziilott ragesalok gasztrointesztinalis (GI)
traktusat vizsgalva azonositottak. Ezt kovetéen tesz-
telték a receptor jelenlétét a felndtt szervezetben és
megallapitottak, hogy a felndtt szervezet is képes
expresszalni a receptort antitest adagolast kdvetOen.
Bar ez az alternativ ut életképesnek tlinik, az antites-
tek stabilitasa a Gl-traktusban és az endogén antites-
tekkel torténd versengés dramai modon csokkenti a
felvétel hatékonysagat perordlis kezelést kdvetOen.
Ezen a specialis mechanizmuson kiviil semmilyen
mas transzcellularis mechanizmus nem ismert, ami a
mAb-okat hatékonyan atjuttatja a GI-traktus hamsejt-
jein [30].

Sokkal igéretesebb alternativ beviteli kaput jelent
az intranazalis és pulmondlis bevitel. A 1égzorendszer
kevésbé agressziv kornyezetet jelent egy beadott fe-
hérje szdmara mint a GI-traktus. Mindazonaltal a ter-
mészetes clearance kovetkeztében a hatéanyag tartoz-
kodasi ideje drasztikusan lecsokken a beadas utan;
mig ha emulzidban vagy polimer hordozo6 rendszerben
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adjuk be a mAb-ot a clearance lassithato. Aeroszolok
és szaraz porinhalatorok is kivaléan alkalmazhatok a
mAb terdpidban [31]. A szdraz porinhalatorok formu-
lalasanal fontos paraméter a szemcseméret, aminek
1-5 um kozé kell esnie, hogy a bevitel soran lejusson
az alkalmazas helyére, ott deponalddjon, a kilégzéssel
pedig ne tavozzon a 1égz06 rendszerbdl.
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Karona G.; AMBRUS R.; Csoka 1.; SzaBO-REvESz P.: The as-
pects of development of monoclonal antibody containing
products from production to formulation

This article provides an overview of the most important in-

formation about monoclonal antibodies (mAbs). It discuss-
es the biotechnological production of mAbs in connection
with the regulatory background. Regarding the biological
formulation of mAb-containing compositions, it also dis-
closes excipients for stabilization in both liquid and lyophi-
lized form. In a separate section, new challenges of mAbs
are summarized. The use of mAbs in tumor and other (e. g,
rheumatoid arthritis, psoriasis) therapy is nowadays essen-
tial, therefore a knowledge with them is a basic professional
requirement.
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A dolgozathoz tartozo tesztkérdések az utolso oldalon talalhatok !




